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간섬유화가 유도된 백서에서 이식된 간세포 
착상과 증식에 관여하는 인자
The Factors Affecting Transplanted Hepatocytes Repopulation in Rats 
with Liver Fibrosis
Purpose: Cell therapy for various diseases has gained wide acceptance. Because most patients 
with chronic liver failure have mild-to-severe liver cirrhosis, there are many limitations to clinical 
applications. We analyzed how to increase cell engraftment in rats with liver fibrosis.
Methods: We used analbuminemic SD rats (NARs) as recipients of syngeneic CAG-EGFP SD 
hepatocytes obtained by the 2 perfusion method. Hepatic fibrosis was induced with thioacetamide 
in drinking water for 6 weeks in the recipient NARs. NARs were pre-treated with gadolinium, 
doxorubicin, and gliotoxin before hepatocyte transplantation. We evaluated the degree of cell 
engraftment by RT-PCR and immunofluorescent staining for GFP and albumin. The transplanted 
cells were detected by immunostaining for albumin, and serum albumin was also measured. 
Results: Although detection of GFP by RT-PCR was variable, albumin was detected in all 
groups 4 wks after hepatocyte transplantation. GFP and albumin were also detected by 
immunofluorescent staining 1 and 4 wks after cell transplantation. In control rats, albumin 
production was maximal at 3 wks, and after that it rapidly decreased. In the gadolinium and 
doxorubicin-treated group, albumin production was increased up to 4 wks. Albumin production 
in the gadolinium-treated group was superior to that of the doxorubicin-treated group.
Conclusion: Kupffer cells play the most important role in cell engraftment in hepatic fibrosis. 
Therefore, perturbation of kupffer cells in hepatic fibrosis is needed to increase cell engraftment.
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서 론
  최근 10년간의 사망률에 대한 통계청의 자료를 살펴보면 
B형 간염의 호발 지역인 우리나라의 경우 간질환에 의한 사망
률은 1998년 인구 10만 명 당 24.6%에서 2008년 14.5%로 감
소하였지만 간암에 의한 사망률은 1998년 19.9%와 비교해 볼 
때 2008년 사망률은 22.9%로 그다지 많은 변화를 보이지 않
고 매우 높은 실정이다.1 특히 최근 들어 A형 간염에 의한 전
격성 간염이 늘어 사회적인 문제가 되고 있고2 수술 후 간부전 
또한 매우 위험한 상황이 되는 것이 사실이다. 그러므로 간질
환에 의한 사망률을 줄이기 위해서는 보다 적극적인 치료가 
요구되며 현재까지의 가장 근본적인 치료법은 간이식 수술이
다.3,4
  그러나 간이식은 공여 장기의 부족, 평생 동안의 면역 억제
제 투여, 대체 치료법의 개발이 필요하다는 점에서 많은 제한
이 있다.5,6 특히 한국과 같이 뇌사자의 장기의 획득이 어려운 
실정에서는 간이식 수술이 활발해 지기란 그리 쉽지 않은 문
제이다. 그나마 많은 의사들의 노력으로 정상인의 간 일부를 
절제하여 이식하는 부분 간이식 수술이 많이 시행되고 있다는 
점에서 많은 간부전 환자에게 희망이 되고 있다.7 많은 간 절
제술을 통한 외과 의사의 경험 축척으로 인해 합병증이 많이 
줄어들었다고 해도 이 역시 정상인에서 간의 일부분을 절제한
다는 점에서 안전성이 문제가 될 수 있다.
  간세포 이식은 간단히 정맥내 주사 혹은 비장내 투여8,9 등
을 통해서 쉽게 시술할 수 있고 장기 이식이 어려운 뇌사자의 
간의 경우에도 세포만 분리하여 이 세포를 이용할 수 있다는 
점10과 제대혈11 혹은 골수 세포12 등 조혈 모세포(hematopo-
eitic stem cell)를 이용하여 치료에 응용할 수 있다는 점에서 
간부전의 치료에 있어서 하나의 대안이 될 수 있다.
  간세포 이식의 기전을 살펴보면 비장 내에 이식된 경우 주
입한 간세포는 문맥 혈류를 통해 간단히 간으로 가게 된다. 
간에서는 이식된 간세포가 색전(emboli)을 이루어 허혈성 손
상을 유발하게 되고 허혈성 손상으로 인해 간내 동양 세포
(sinusoidal cell)이 파괴되면 간실질 내로 이동하여 주위의 간
세포에 합체됨으로써 기능을 하게 된다.13,14 또한 이식된 간세
포는 착상전에 대망세포, 혈관내피세포, 성상세포 등에 의해 
많은 영향을 받게 된다. 특히 본 연구자들은 혈관내피세포를 
파괴하여 이식세포의 착상을 증명한 바 있다.15 그러나 간경변
이 있는 경우에도 간세포 이식이 동물 실험에서 유용하다는 
보고16가 있지만 이 경우 간 내에 존재하는 다른 세포들이 어
떤 영향을 주는지에 대한 연구는 전무한 실정이다. 그러므로 
간경변이 유발된 동물에서 대망 세포, 내피세포 및 성상 세포
의 작용을 억제하는 약물을 투여하여 각각의 조건에서 간세포 
착상 및 증식 과정을 비교 관찰하여 간세포의 착상 및 증식에 
영향을 주는 인자들을 찾아내고 이들 인자들이 이식된 간세포
의 착상 및 증식 과정에 어떻게 관여하는 것을 밝혀내어 이들 
인자들의 상호 연관성 분석하여 실제로 임상에서 간경변를 동
반한 환자에 대해 간세포 이식을 할 경우 도움을 얻고자 한다.
방    법
1. 실험 동물의 선정
  연세대학교 의과대학 임상 연구 센터 실험 동물부에서 제정
한 윤리적 동물실험 지침에 따라 실험 절차에 대한 사전 심의
를 얻은 후 동물 실험을 진행하였다(동물 실험 번호: 09-092). 
이식된 간세포를 쉽게 구별하고 이식된 간세포의 효능을 검증
하기 위해 수혜자로 NAR (Nagase Analbuminemic Rat) (Ja-
pan SLC inc., Shizuoka, Japan)을, 면역 거부 반응을 배제하
기 위해 공여자로써는 공통 유전형인 GFP를 발현하는 CAG- 
EGFP SD-Tg Rat (Japan SLC inc., Shizuoka, Japan)을 사용하
였다. 공여자 및 수혜자 모두 80∼100 g의 실험용 쥐를 구입
하여 2주간 실험실에서 순화시킨 뒤 150∼200g의 쥐만을 선
별하여 실험을 수행하였다.
2. 간섬유화의 유도
  간섬유화를 유도하기 위해 thioacetamide (Sigma, St. Lo-
uis, USA)를 0.03%의 농도로 식수에 희석시킨 뒤 6주간 음용 
투여하였다.
3. 각종 약물의 희석방법 및 전처치
  간경변이 유도된 백서(n=15)를 대조군(n=3), 대식세포(Ku-
pffer cell) 저해제(inhibitor)인 Gadolinium 투여군(n=4), 내막 
세포(endothelial cell) 저해제인 Doxorubicin 투여군(n=4) 및 
성상세포(Stellate cell) 저해제인 Gliotoxin 투여군(n=4)을 구
분하여 전처치 하였다. 각각의 약물의 희석방법, 투여 용량 
및 투여 방법은 Table 1과 같다.
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Table 2. Primer Sequence for PCR analysis
Primer Sequence Size Tm. Cycle
Albumin S   5’-ATA CAC CCA GAA AGC ACC TC-3’ 305 58 35
A   5’-CAG AGT GGA AGG TGA AGG TC-3’
eGFP S 5’-GAC GTA AAC GGC CAC AAG TTC-3’ 291 55 35
A 5’-GTC GCC CTC GAA CTT CAC CTC-3’
GAPDH S 5’-TCC CTC AAG ATT GTC AGC AA-3’ 300 60 35
A 5’-AGA TCC ACA AAC GGA TAC AT-3’
Table 1. Information of adjuvant & dose for treatment
 Adjuvant Dose (mg/kg) Diluted sol. Inj. type & time Target
 Gadolinium 14 D/W i.p. & 24 hrs before Tx. Kupffer cell
 Gliotoxin  3 DMSO i.p. & 48 hrs before Tx. Stellate cell
 Doxorubicin 10 D/W i.p. & 24 hrs before Tx. Endothelial cell in liver
4. 간세포의 분리
  간세포를 얻기 위한 공여자 쥐로 GFP 발현 SD rat을 30 
mg/kg의 zoletil (Virbac, Carros, France)을 복강내 주사한 뒤
에 완전히 마취가 되면 정중 개복하여 상장간 정맥을 노출한 
뒤 21 G vinca needle을 삽관하여 두 과정 관류 기법(Two- 
step perfusion technique)을 이용하여 관류하였다. 관류액으
로는 liver perfusion medium (GIBCO, Carlsbad, USA)와 
liver digest medium solution (GIBCO, Carlsbad, USA)을 차
례대로 제조사에서 권유하는 방법에 따라 간세포 분리를 시행
하였으며 자세한 방법은 다음과 같다. Perfusion roller pump
에 의한 관류액의 관류 속도(flow)는 쥐의 무게 100 g 당 10 
mL/min으로 하며 10∼12분 동안 관류한다. 관류액의 온도는 
37oC를 유지하도록 한다.
  간이 부드러워지며 간 표면에 균열이 생기면 간을 제거하여 
멸균된 Hood에서 칼슘이 들어 있는 Hepatocyte wash medi-
um (GIBCO, Carlsbad, USA)을 이용하여 간세포를 살며시 분
리한다. 분리된 세포는 4oC에서 50 G에서 5분간 원심 분리한
다. 상층액은 제거한 뒤 남아 있는 세포를 RPMI 배양액으로 
세척하고 약간을 간세포 배양을 위해 준비하고 세포의 활력도
(viability)는 trypan blue dye exclusion방법으로 측정하였다. 
죽은 세포에 의해 면역 반응이 유도되는 것을 막기 위해 세포
의 활력도가 85% 이상인 경우에 이식에 사용하였다.
5. 간세포 이식
  각각의 약물로 전처치 된 각 군의 NAR (Nagase Analbu-
minemic Rat)을 zoletil로 마취한 뒤 좌측 늑골 하연에서 1 cm 
아래 부위를 절개하였다. 절개창을 통해 비장을 체외로 꺼낸 
뒤 비장 하부를 수술용 봉합사(#3 silk)로 부분 결찰하고 0.5 
cc의 간세포 분리액(5×106개의 간세포를 함유)을 24 G의 주
사기를 이용하여 비장 하부에 주사하였으며 주사기 제거와 동
시에 부분 결찰한 봉합사를 완전 결찰하여 주사된 세포액의 
누출을 방지하였다. 비장을 다시 복강 내에 넣어 두고 보통의 
방법으로 폐복하였다.
6. 이식된 세포의 확인을 위한 GFP 및 albumin에 대
한 RT-PCR
  간세포 이식후 7일째 간좌엽에 대해 간 부분 절제술을 시행
하였고 이식후 1달째 쥐를 희생하여 전간을 얻어 GFP 및 
albumin에 대해 RT-PCR 시행하였으며 GFP 및 albumin의 
Primer는 Table 2와 같다. 
7. 이식된 세포의 확인을 위한 면역 형광 염색
  이식된 간세포가 간실질 내로 들어가 증식하는 것을 평가하
기 위해서 GFP과 albumin 발현을 관찰한다, 간세포이식 후 
1개월에 간조직 생검을 희생하여 간조직을 액체 질소 탱크에 
넣어 급속 냉동시킨 후 5 um의 두께로 절편을 만들어 4oC에
서 10분간 chloroform-acetone (1：1, vol/vol) 용액에서 고정
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Fig. 1. Immunofluorescence assay. (A) autofluorescence for eGFP, (B) imuunofluoresent staining for albumin with Texas-red, (C)
the merge image. Scale bar: 100μm.
한 뒤 상온에서 30분간 건조시킨다. 그 후 슬라이드를 PBS로 
세척한 뒤 Hematoxylin으로 약하게 반대 염색한다. Glycerol
로 slide를 덮고 사진을 촬영한다. Paraffin에 의한 간조직 샘
플을 5 um의 두께로 절편하여 slide에 옮겨서 xylene으로 
paraffin을 제거한 후 100%, 75%의 Ethanol으로 고정을 한다. 
3% H2O2를 10분간 처리한 후 PBS 용액에 anti-Albumin pri-
mary antibody를 넣어서 조직을 염색하여 4oC의 조건에서 
overnight한다. PBS로 3번 수세한 후 PBS 용액에 secondary 
antibody를 넣어서 염색을 하고 다시 PBS로 3번 수세한다. 
DAPI로 핵을 염색한 후 cover-slide를 덮고 형광현미경으로 
알부민(Albumin)의 발현을 관찰한다. 이식된 eGFP (녹색) 발
현 세포가 알부민을 생성하는지를 확인하기 위하여 알부민을 
발현하는 2차 항체를 Texas-red (적색)로 사용하였으며 각각 
발현되는 세포가 일치하는 지를 영상 분석 프로그램(DP ma-
nager version 3, Olympus, Tokyo, Japan)을 사용하여 합체
(merge)하였다(Fig. 1).
8. 간기능 평가를 위한 아미노 전이 효소 측정 및 이식
된 세포의 기능 평가를 위한 혈청내 알부민 측정
  혈청내 간세포 이식전, 간세포 이식후 1주일, 2주일 및 1달
째에 쥐의 꼬리 정맥에서 혈액을 채취하여 실온에서 30분간 
incubation한 후 3,000 rpm에서 10분간 원심분리를 한다. 혈
청(serum)만 분리한 후 생화학분석기를 이용하여 혈청내 아
미노전이효소 및 알부민을 측정하였다.
9. 이식된 간세포의 착상과 증식의 형태학적 분석
  이식된 간세포의 갯수는 각 실험동물 당 여러 개의 절편에
서 측정한다. 이식한 세포의 수는 고배율(×100)에서 간문부
를 30개 연속하여 측정한 뒤 점수화한다. 이식한 간세포의 착
상은 완전하게 간세포에서 알부민이 발현되는 것으로 하였다
(Fig. 2).
결    과
1. 분리된 간세포의 활력도
  간세포 분리를 위한 관류액 관류 후 적출된 간의 무게는 
34 gm였고 간세포 분리 후 남은 간의 무게는 32 gm였다. 분
리된 간세포는 1.86×108개로 간 gm당 9.3×107개였다. 분리 
직후 활력도는 91%였고 간세포 이식이 끝난 뒤 측정한 활력
도는 84%였다(Fig. 3).
2. 각 군별 albumin 및 GFP에 대한 RT-PCR
  모든 실험군에서 이식 후 4주에도 알부민의 발현이 있었지
만 GFP의 발현은 각 실험군 및 개체에 따라 다양한 양상을 
보였다(Fig. 4).
3. 면역 형광 분석
  이식된 세포의 착상 여부와 알부민 생성 여부를 확인하기 
위해 시행한 면역 형광 분석에서 모든 실험군에서 이식된 세
포가 이식 후 7일째와 28일째 모두 착상이 되어 알부민을 생
성하고 있는 것을 확인하였다(Fig. 5).
4. 아미노 전이 효소 및 알부민의 변화
  이식하기 전에 시행한 간기능 검사상 모든 군에서 ALT가 
AST보다 상승된 수치를 보였으며 이은 투여된 약물로 인한 
간손상이 유발되는 것으로 생각되었다. 하지만 이식 후 2주가 
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Fig. 2. Immunohistochemistry staining for albumin on 7 days after transplantation. (A) control, (B) Gadonilium, (C) Doxorubicin, 
(D) Gliotoxin, and Brown colored cells-positive for albumin. Scale bar: 100μm.
Fig. 3. The cell viability by Trypan Blue staining (A) Pre-cell transplantation, (B) post-cell transplantation.
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Fig. 5. Immunofluorescence Assay 
(Yellow cells are transplanted cells), 
(A, C, E) at 7 days after cell trans-
plantation, (B, D, F) at 28 days after 
cell transplantation. (A, B) gadolinium 
treated. (C, D) Doxorubicin treated. 
(E, F) Gliotoxin treated. Scale bar: 100
μm.
Fig. 4. RT-PCR analysis on 28 days after transplantation.
지나면서 간수치가 안정화되었다(Fig. 6). 
  알부민 생성은 이식 3주 후 정상군에서 가장 높았으며 이식 
4주 후 최대 감소하였다. Gliotoxin 처치군에서도 이식 4주 
후 생성이 감소하는 경향을 보였으나 Gadolinium 처치군 및 
doxorubicin 처치군에서는 이식 3주 후에 비해 4주 후에 알부
민 생성이 증가하였다. 특히 Gadolinium 처치군에서 doxoru-
bicin 처치군에 비해 알부민의 생성이 더 많은 것을 알 수 있
었다(Fig. 7).
5. 이식 세포의 확인 
  1주일 후 이식된 세포는 간문맥 부위당 대조군 1.4±0.7, 
gadolinium 처치군 1.3±0.4, doxorubicin 처치군 1.7±0.1, 
gliotoxin 처치군 1.8±0.3개였고 이식 4주 후 이식된 세포는 
간문맥 부위당 gadolinium 처치군 0.6±0.4, doxorubicin 처
치군 1.8±0.1, gliotoxin 처치군 1.1±0.3개였다(Fig. 8).
고    찰  
  임상에 적용하기에 앞서 이식된 세포가 효과적으로 착상하
는가에 대한 평가가 동물 실험 모델을 통해 반드시 선행되어
야 한다.17 특히 임상에서 만나는 환자들은 대부분 간경변을 
동반하고 있어 동물 실험에 있어서도 이런 조건을 맞추어야 
한다. 이식된 세포가 착상이 되어 간 기능을 수행하는지 여부
를 평가하기 위해서 알부민을 생성할 수 있는 간세포를 알부
민 생성 부전 동물에 이식하여 형태학적 및 기능적 평가를 시
행하였다. 알부민을 생성하지 못하는 백서의 종류로는 
Sprague-Dawley (SD)에서 온 Nagase analbuminemic rat과 
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Fig. 6. The changes of liver enzymes after perturbation and
after hepatocyte transplantation.
Fig. 7. The changes of serum albumin level at 3 wks and 4 
wks after hepatocyte transplantation.
Fig. 8. The numbers of engrafted cells at 7 days and 28 days
after cell transplantation.
August×Copenhagen Irish (ACI), F344 및 spontaneous 
Hypertensive rat (SHR)에서 유래된 알부민 형성 부전 백서 
등 4가지가 있다.18,19 F344 알부민 형성 부전 백서에 F344 백
서의 간세포를 이식하는 경우에는 면역화학염색을 시행하지 
않고도 화학염색만으로 손쉽게 이식된 세포를 찾을 수 있어 
아주 좋은 동물 모델이지만20 ACI 백서, F344 및 SHR에서 유
래된 알부민 형성 부전 백서는 국내에 반입이 되어 있지 않아 
본 저자들은 SD 백서에서 thioacetamide (Sigma, St. Louis, 
USA)로 간경변을 유도하였으며 이를 가지고 실험을 진행하였
다.21 그러나 SD 백서에서 유래한 알부민을 형성하지 못하는 
NAR은 고지혈증과 고콜레스테롤혈증을 동반하고 있기 때문
에 thioacetamide로 간섬유화는 유도할 수 있지만 간경변의 
유도는 불가능한 것으로 알려져 있다.22  
  이식된 간세포의 착상 기전을 간단히 살펴보면 이식된 세포
가 간문맥을 통해 간내 sinusoid에 도달하면 색전을 유발하여 
내피세포에 손상을 주어 간 실질내로 들어 가서 간세포와 합
체하는 것으로 알려져 있다.13 이 과정에서 착상과 증식을 유
도하기 위해서 혈관 확장제를 사용하여 sinusoid로 대량의 세
포를 보내거나23 간절제24 혹은 방사선조사25를 통해서 간재생
을 촉진하는 인자들을 유도하는 방법, 내막 세포와의 고착을 
증강시키는 방법26 등이 소개되어 왔다. 최근 들어 간 내에 
존재하는 Kupffer 세포,27 내막세포,15 성상세포28 등과의 상호 
작용에 의한 연구가 활발히 진행되고 있다. 하지만 간섬유화
가 유도된 백서에서 간 내에 존재하는 세포들과의 상호 작용
에 관해 알려진 바가 없어 Kupffer 세포를 억제하는 gadolini-
um과 내막세포를 억제하는 doxorubin 및 성상세포 저해제인 
gliotoxin을 간섬유화가 유도된 백서에 투여하여 이식된 간세
포의 착상과 기능을 살펴보았다.
  이식된 간세포의 착상을 규명하기 위해 수혜자로 NAR 
(Japan SLC inc., Shizuoka, Japan)을, 면역 거부 반응을 배제
하기 위해 공여자로써는 공통 유전형인 GFP를 발현하는 
CAG-EGFP SD-Tg Rat (Japan SLC inc., Shizuoka, Japan)을 
사용하여 GFP과 알부민의 발현을 관찰하였다. 정상 NAR에 
간세포를 이식한 경우 간세포가 착상하여 알부민을 생성하는
데 걸리는 시간은 3주가 걸리는 것으로 알려져 있지만29 이식
된 세포들을 이식 후 7일째 및 28일째 각각의 실험군에서 모
두 발견할 수 있었으며 알부민을 합성하고 있는 것을 알 수 
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있었다(Fig. 5). David 등의 연구를 살펴보면22 NAR의 알부민 
참고치는 0.025±0.005 mg/mL이고 SD의 참고치는 30±5 
mg/mL로 이식후 3주에 측정한 혈청 알부민 검사상 대조군 
26 mg/mL, gadolinium 처치군 25.8 mg/mL, doxorubicin 처
치군 25.3 mg/mL, gliotoxin 처치군 25.5 mg/mL로 이식된 
간세포가 각 실험군 모두 알부민을 생성하는 것을 알 수 있었
다. 간기능 검사상 이식 후 3주부터 간효소치가 안정화되는 
것을 보아(Fig. 6) 그 이후는 이식된 간세포의 증식을 유도할 
수 있는 인자가 없고 이식된 세포의 증식에 제한이 있어서 알
부민 합성이 많이 증가하지 못한 것으로 추정된다. 이식 4주 
후의 혈청 알부민 수치만을 단순 비교해 볼 때 gadolinium투
여군＞doxorubicin 투여군＞gliotoxin 투여군＞대조군의 순
서로 kupffer 세포를 억제하는 것이 간섬유화 유도 군에서도 
가장 좋으며 이는 초기의 이식 세포의 제거를 가장 중요한 요
인에 의한 것으로 생각된다.27
  효소 결핍 간질환의 경우에는 전체 간의 5% 정도만 이식하
여도 효소 결핍 질환이 교정되는 것을 보고하였지만30 알부민 
합성 부전 동물에서도 알부민 합성에 있어서 이와 같은 경향
을 보이는지는 알 수 없다. 그러므로 이식된 간세포를 정량적
으로 측정한 결과와 혈청 알부민 수치와 일치하지 못하기 때
문에 이식된 간세포의 증식을 유도하는 방법을 병합하여 이식
된 간세포의 수와 관련이 있는지에 대한 추가적인 연구가 필
요할 것으로 생각된다. 
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